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KARL SEBASTIAN LANG
Das lymphozytäre Choriomeningitisvirus – Untersucht
mittels eines Mausmodells für virusinduzierte
Immunpathologie in der Leber
Einleitung
Die persistierende Infektion mit dem Hepatitis-B- oder Hepatitis-C-Virus zählt zu den
häufigsten Erkrankungen weltweit.1 Beide Viren sind nur schwach zytopathogen, können
jedoch eine massive Schädigung der Leber verursachen mit Auftreten von Fettleber, Leber-
fibrose und hepatozellulären Karzinomen. Während einer Infektion mit Hepatitis induzie-
renden Viren spielen CD8+-T-Zellen eine entscheidende Rolle.2 Die CD8-Lymphozyten
können einerseits durch schnelle Aktivierung die Ausbreitung des Virus kontrollieren und
eine Chronifizierung der Infektion verhindern. Andererseits kann bei persistierender Infek-
tion die kontinuierliche Aktivierung von CD8-T-Zellen zu massiver Leberzellschädigung
führen.3 Ob eine Infektion persistiert, wird somit durch die Geschwindigkeit und Stärke
der virusspezifischen CD8-T-Zellantwort in der Leber beeinflusst. Zunächst müssen vi-
russpezifische CD8-T-Zellen geprägt werden. Dann wandern sie in die Leber und treffen
dort auf das Virusantigen, wodurch die Produktion von Zytokinen (hauptsächlich IFN-γ
und TNF-α) induziert wird.4 Zusätzlich werden Perforine gebildet, die direkt zytotoxisch
wirken. Die Expression des FAS-Liganden auf CD8-T-Zellen kann Apoptose auslösen.5
Eine Infektion mit dem lymphozytären Choriomeningitisvirus (LCMV) in der Maus
ähnelt in vielen Fällen einer nicht chronisch verlaufenden Hepatitis-C-Virusinfektion im
Menschen. Ebenfalls sind CD8-T-Zellen essenziell für die Kontrolle.6 Ebenso tritt der Le-
berschaden nicht durch das Virus selbst, sondern durch Zerstörung der Hepatozyten durch
CD8-T-Zellen auf. Zwei Stämme des LCMV werden häufig im Tiermodell verwendet.
Der LCMV-Stamm Armstrong ist ein neurotropes Virus, das nach Infektion häufig ins
zentrale Nervensystem streut und dort eine Meningitis induziert.7 Der Stamm LCMV WE
repliziert in Makrophagen. Am vierten Tag der Infektion werden Hepatozyten infiziert.8 Je
langsamer die Immunantwort gegen LCMV in der Leber reagiert, umso länger kann sich
das Virus in der Leber ausbreiten und umso höher wird ihre Viruslast. Bei einer Immunre-
aktion gegen virusinfizierte Hepatozyten korreliert der Leberzelluntergang direkt mit der
1 Vgl. Rehermann und Nascimbeni (2005).
2 Vgl. Ferrari et al. (1990), Rehermann et al. (1995), Sobao et al. (2002) sowie Thimme et al. (2001).
3 Vgl. Recher et al. (2007) sowie Zinkernagel et al. (1986).
4 Vgl. Rehermann und Nascimbeni (2005).
5 Vgl. Rehermann und Nascimbeni (2005).
6 Vgl. Zinkernagel et al. (1985).
7 Vgl. Ahmed et al. (1984) sowie Ahmed und Oldstone (1988).
8 Vgl. Zinkernagel et al. (1986).
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Viruslast.9 Eine sekundäre Aktivierung des Immunsystems kann aber den Ausgang der In-
fektion beeinflussen.10 Der Vorteil des Modells ist es, dass infizierte C57BL/6-Mäuse eine
transiente Hepatitis von circa sieben Tagen entwickeln. Mit Hilfe von Gentargetingstra-
tegien können einzelne Gene in C57BL/6-Mäusen mutiert werden. Eine veränderte Vi-
ruskontrolle in einer solchen mutierten Maus weist auf die Bedeutung des Gens bei der
Virusvermehrung oder der Immunantwort gegen das Virus hin. Durch weitere Experimen-
te kann man untersuchen, wie dieses Gen die Viruskontrolle beeinflusst. Wenn Gene, die
in diesem Modell wichtig für die Viruskontrolle sind, auch bei humaner Hepatitis eine
wichtige Rolle spielen, spricht das für die Eignung des Modells, humane Hepatitis zu
untersuchen. Im Folgenden soll eine Übersicht gegeben werden, welche Gene bei einer
solchen Maushepatitis eine Rolle spielen und inwieweit dies mit Ergebnissen aus klini-
schen Studien zur Infektion mit dem humanen Hepatitis-C-Virus korreliert (Tab. 1).
Gene, die bei angeborener Immunität eine Rolle spielen
Für die Kontrolle von Viren ist eine schnelle Aktivierung der angeborenen Immunität es-
senziell.11 Diese ist vor allem durch die direkte antivirale Wirkung des Interferon-alpha
wichtig.12 Ohne eine effiziente Interferonantwort kann LCMV nicht kontrolliert werden.13
Ähnliche Daten wurden bei humaner Hepatitis gefunden. Dort können Polymorphismen
im Interferonrezeptor den Erfolg der Interferontherapie beeinflussen.14 Für die Aktivie-
rung der angeborenen Immunität ist die Erkennung der Viren durch so genannte Pattern
Recognition Receptors (PRR) wichtig. Die wichtigsten PRR für Viruserkennung sind die
TOLL-ähnlichen Rezeptoren (TLR) 3, 4, 7, 8 und 9 und die RNA-Helikase RIG-I.15 Wie
Interferon bei einer LCMV-Infektion induziert wird, ist noch nicht eindeutig geklärt.16
Während TOLL-ähnliche Rezeptoren keinen starken Einfluss auf die LCMV-spezifische
Interferoninduktion haben, ist ein Adaptormolekül, MyD88, essenziell, um eine Infektion
zu kontrollieren.17
Obwohl TLR3 nicht direkt von LCMV aktiviert wird, wurde in einem Modell für
LCMV-assoziierte autoimmune Hepatitis (alb-1) gezeigt, dass eine Aktivierung von TLR3
eine autoimmune Hepatitis verschlechtern kann.18 In der Leber führte diese Stimulation
von TLR3 zur Produktion von CXCL9, einem Chemokin, das CD8+-T-Zellen an den Ort
der Produktion lockt. Eine Stimulation der angeborenen Immunität führte so zu einer Ver-
mehrung der CD8+-T-Zellen in der Leber. Die Blockade aller G-Protein-gekoppelten Che-
mokinsignalwege verhinderte die Entstehung einer Autoimmunhepatitis. Eine komplette
Inhibition der Chemokinsignalwege führte auch zu einer Verzögerung der Viruskontrolle.
9 Vgl. Zinkernagel et al. (1986).
10 Vgl. Puglielli et al. (1999).
11 Vgl. Areschoug und Gordon (2008) sowie Areschoug und Gordon (2009).
12 Vgl. Muller et al. (1994).
13 Vgl. Muller et al. (1994).
14 Vgl. Tsukada et al. (2009) sowie Welzel et al. (2009).
15 Vgl. Bowie und Unterholzner (2008).
16 Vgl. Jung et al. (2008).
17 Vgl. Lang et al. (2005a).
18 Vgl. Lang et al. (2006).
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Gene, die bei angeborener Immunität eine Rolle spielen
Funktion Gene LCMV-Hepatitis humane Hepatitis
Aktivierung der ange-
borenen Immunität
RIG-I, TLRs (Horner und Gale 2009)
Signalkaskade der
angeborenen Immu-
nität
MyD88 (Lang et al. 2005a)
Antiviralwirkung Interferon type I (Muller et al. 1994) (Tsukada et al. 2009;
Welzel et al. 2009)
proinflammatorisch TNF-alpha (Liu et al. 2006) (Chen et al. 2007; Dai et
al. 2006; Lio et al. 2003)
Gene, die die T-Zellen beeinflussen
Funktion Gene LCMV-Hepatitis humane Hepatitis
Antigenerkennung MHC I, Tap,
TCR, CD8
(Zinkernagel et al. 1985) (Chuang et al. 2007;
McKiernan et al. 2004;
Neumann-Haefelin et
al. 2006; Neumann-
Haefelin und Thimme
2007; Thio et al. 2002)
T-Zellstimulation IL-2 (Kasaian und Biron 1990) (Semmo et al. 2005)
T-Zellstimulation IL-7 (Pellegrini et al. 2009) (Boettler et al. 2006)
T-Zellexhaustion PD-1 (Barber et al. 2006) (Penna et al. 2007; Rad-
ziewicz et al. 2007; Ur-
bani et al. 2006)
T-Zellstimulation IFN-I (Kolumam et al. 2005)
Inhibition der Immun-
antwort
IL10 (Brooks et al. 2006; Ejr-
naes et al. 2006)
(Knapp et al. 2003; Lio
et al. 2003; Mangia et
al. 2004; Oleksyk et al.
2005; Yee et al. 2001)
antiviral IFNg (Guidotti et al. 1999) (Dai et al. 2005)
direkt zytotoxisch Perforine (Kagi et al. 1994)
Gene, die die B-Zellantwort beeinflussen
Funktion Gene LCMV-Hepatitis humane Hepatitis
neutralisierende Anti-
körper
(Battegay et al. 1994) (Chapel et al. 2001;
Christie et al. 1997;
Pestka et al. 2007; Yu et
al. 2004)
Gene, das Zielorgan beeinflussen
Funktion Gene LCMV-Hepatitis humane Hepatitis
Durchblutung Serotonin (Lang et al. 2008)
Chemokinproduktion (Lang et al. 2006)
iNOS (Guidotti et al. 2000)
Tab. 1: Zusammenstellung von immunologisch relevanten Genen, die bei der Maushepatitis und/oder
bei virusinduzierter humaner Hepatitis von Bedeutung sind
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Gene, die die CD8-T-Zellen beeinflussen
CD8-T-Zellen sind für die Kontrolle von LCMV und HCV essenziell. Eine LCMV-In-
fektion in Mäusen mit einem Gendefekt in der Antigenerkennung kann nicht dauerhaft
kontrolliert werden. Diese Gene schließen MHC I (präsentiert CD8-T-Zellen-Virusantige-
ne), T-Zellrezeptor (TZR, erkennt virusinfizierte Zellen), CD8 (wichtiger Korezeptor des
TZR) und Tap1 (transportiert Antigene auf MHC I) mit ein. Auch in humanen Studien
wurden sämtliche Polymorphismen in Genen der Antigenpräsentation gefunden, die die
Persistenz von HCV beeinflussen.19
Für eine suffiziente T-Zellantwort ist eine starke Stimulation essenziell. Die Rolle von
IL-2 in diesem Prozess ist nicht klar. Zwar wurde gezeigt, dass die Inhibition von IL-2
durch Cyclosporin eine LCMV-Infektion verzögern kann,20 dennoch können IL-2-defizi-
ente Mäuse eine Infektion mit 200PFU kontrollieren.21 Eine frühe therapeutische Applika-
tion von IL-2 ist für eine Viruskontrolle im Mausmodell vorteilhaft.22 Im Menschen wurde
ein Polymorphismus im IL-2-Gen gefunden, der ebenfalls zu einer verminderten Viruskon-
trolle führt.23 Interleukin-7 ist ein wichtiger Überlebensfaktor von CD4- und CD8-T-Zel-
len.24 Es gibt einige Studien, die eine verminderte Viruskontrolle mit einem verminderten
IL-7-Signal in CD8-T-Zellen korrelieren. Weiterhin wurde gezeigt, dass die therapeutische
Applikation von IL-7 eine Viruskontrolle positiv beeinflusst.25 Auch dieses Gen wurde bei
einer Hepatitis-B-Virus Infektion untersucht. Wie im LCMV-Modell korreliert eine hohe
Expression der Alpha-Kette des IL-7-Rezeptors (CD127) mit einer Ausbildung von HBV-
spezifischen Gedächtnis-T-Zellen.26
Die Aktivierung von dendritischen Zellen kann die CD8-T-Zellfunktion entscheidend
beeinflussen. So können dendritische Zellen über Expression von PD-1-Liganden CD8-T-
Zellen hemmen. Das Fehlen eines solchen Liganden verbessert die CD8-T-Zellfunktion
mit einer schnelleren Kontrolle des persistierenden Virus.27 In chronischer Infektion mit
HCV wurde eine starke Expression von PD-1 gefunden.28 Es bleibt unklar, ob bei humaner
Hepatitis ein therapeutischer Block von PD-1 die Viruskontrolle positiv beeinflussen kann.
Im LCMV-Mausmodell wurde dies gezeigt.29
Sämtliche Polymorphismen im IL-10-Gen beeinflussen den Outcome einer HCV-In-
fektion.30 Je stärker das IL-10-Signal ist, desto eher führt eine Infektion zur Persistenz des
Virus. Im LCMV-Mausmodell wurde gezeigt, dass ein Fehlen von IL-10 die Viruskontrol-
19 Vgl. McKiernan et al. (2004), Neumann-Haefelin et al. (2006), Neumann-Haefelin und Thimme 2007) sowie
Thio et al. (2002).
20 Vgl. Kasaian und Biron (1990).
21 Vgl. Kundig et al. (1993).
22 Vgl. Blattman et al. (2003).
23 Vgl. Semmo et al. (2005).
24 Vgl. Mazzucchelli und Durum (2007).
25 Vgl. Pellegrini et al. (2009).
26 Vgl. Boettler et al. (2006).
27 Vgl. Barber et al. (2006).
28 Vgl. Penna et al. (2007), Radziewicz et al. (2007) sowie Urbani et al. (2006).
29 Vgl. Ha et al. (2008).
30 Vgl. Knapp et al. (2003), Lio et al. (2003), Mangia et al. (2004), Oleksyk et al. (2005) sowie Yee et al. (2001).
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le beschleunigt.31 Dies wurde auf die direkte Wirkung von IL-10 auf CD8-T-Zellexpansion
zurückgeführt. Durch eine therapeutische Hemmung des IL-10 konnte so eine chronisch
verlaufende Infektion ausheilen.32
Für die Kontrolle des LCMV sind vor allem die Effektoren Perforin und Interferon-gam-
ma entscheidend. Perforin kann virusinfizierte Zellen direkt töten,33 während Interferon-
gamma direkt antiviral wirkt.34 Die Rolle von Perforin bei humaner Hepatitisinfektion ist
nicht so eindeutig, auch gibt es zur Rolle von Interferon-gamma nur wenige Hinweise.35
Gene, die die B-Zell-Antwort beeinflussen
B-Zellen sind für die Langzeitkontrolle des LCMV essenziell.36 Diese tragen vor allem
durch Produktion von neutralisierenden Antikörpern zur Viruskontrolle bei. Daher kön-
nen Mäuse mit Mutation von MHC II (ist wichtig für die Antigenerkennung von CD4-T-
Zellen), CD4 (wichtiger Korezeptor auf CD4-T-Zellen) und JH (codiert für die schwere
Antikörperkette) eine LCMV-Infektion nicht langfristig kontrollieren. Interessanterweise
führt nicht nur eine zu schwache Aktivierung der CD4-Antwort zur Verminderung der
neutralisierenden Antikörper.37 Eine starke Aktivierung von virusspezifischen CD4+-T-
Zellen führt erstaunlicherweise ebenso zur Persistenz von LCMV in der Leber. Es traten
so genannte virale Nischen auf.38 Deren Entstehung kann durch die hervorgerufene CD4-
abhängige Immunpathologie oder durch Unterdrückung der Bildung neutralisierender An-
tikörper durch CD4+-T-Zellen erklärt werden.39 In beiden Fällen könnte eine Abnahme
der CD4-Hilfe durch spezifische Toleranz zum milderen Verlauf der Hepatitis beitragen.40
Auch bei humaner Hepatitis wird klar, dass eine starke Induktion von neutralisierenden
Antikörpern mit einer guten Viruskontrolle korreliert.41 Welche Gene eine solche gute
Antikörperantwort beeinflussen, ist unklar und muss sowohl im Mausmodell als auch im
humanen System weiter untersucht werden.
Gene, die das Zielorgan beeinflussen
Bei Leberzellschädigung wird NO gebildet.42 NO reagiert mit ROS zu Peroxynitirit, das
mit CD95 reagiert. Auf diese Weise wird CD95 inaktiviert.43 In Abhängigkeit von Zelltyp,
Konzentration und Anwesenheit von Kostimulatoren kann NO Apoptose auslösen oder
31 Vgl. Brooks et al. (2006).
32 Vgl. Ejrnaes et al. (2006).
33 Vgl. Kagi et al. (1994).
34 Vgl. Guidotti et al. (1999).
35 Vgl. Dai et al. (2005).
36 Vgl. Battegay et al. (1994).
37 Vgl. Recher et al. (2004).
38 Vgl. Lang et al. (2007).
39 Vgl. Lang et al. (2005b).
40 Vgl. Cervantes-Barragan et al. (2007).
41 Vgl. Chapel et al. (2001), Christie et al. (1997), Pestka et al. (2007) sowie Yu et al. (2004).
42 Vgl. Kamanaka et al. (2003), Kurabayashi et al. (2005) sowie Venkatraman et al. (2004).
43 Vgl. Reinehr et al. (2006).
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hemmen.44 Bei der Bildung von NO spielt die induzierbare NO-Synthase (iNOS) eine
entscheidende Rolle.45 Neben seiner Wirkung auf die CD95-Signalkaskade beeinflusst NO
die Mikrozirkulation.46
Bei den Untersuchungen an LCMV-infizierten Mäusen wurde die überraschende Beob-
achtung gemacht, dass virale Replikation in der Leber zur Anhäufung von Thrombozyten
führt. Dieser Befund korrelierte mit einer Drosselung der hepatischen Mikrozirkulation
während einer viralen Infektion. Mit Hilfe einer serotonindefizienten Maus (tph1−/−)
konnte gezeigt werden, dass die starke Reduktion der hepatischen Mikrozirkulation se-
rotoninabhängig ist. Das Fehlen von Serotonin verhinderte den Leberschaden nach einer
Infektion mit LCMV47 und förderte gleichzeitig die Kontrolle des Virus durch CD8-T-
Zellen. Ob die Aktivierung von Thrombozyten beim Menschen Auswirkungen auf den
Virusverlauf hat, bleibt unklar.
Abschließende Fragestellung
Sämtliche Gene, die für eine Kontrolle des LCMV im Mausmodell wichtig sind, spielen
auch bei humaner Hepatitis eine Rolle. Durch diese Tatsache ist anzunehmen, dass auch
weitere Entdeckungen in diesem Mausmodell eine Relevanz für die humane Hepatitis ha-
ben. Dennoch hat das Mausmodell zwei Nachteile: Erstens können Gene, die direkt die
Virusreplikation in Zellen beeinflussen, oder Gene, die durch das Virus selbst beeinflusst
werden (wie zum Beispiel NS3-4A mit RIG-I), in diesem Modell nicht entdeckt werden.48
Zweitens entwickeln Mäuse auch bei Persistenz des LCMV keine starke Leberfibrose.
Daher ist das LCMV-Modell für die Untersuchung der virusinduzierten Leberfibrose ver-
mutlich nur begrenzt geeignet.
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